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Compose phosphocalcxqae modlfie, composx'blon Injectable le 

contenani: 

L' invention concerne un compose phosphocalcique modifie 
par un compost gem-biphosphonique/ un procede pour sa 

5 preparation, ainsi que son utilisation pour 1 ' elaboration 
d'une composition injectable. 

Le d6reglement de 1' activity osseuse d'un individu est a 
I'origine de nombreuses pathologies bsseuses telles que 
l'ost6oporose, la maladie de Paget ou les tumeurs osteolyti- 

10 ques. Compte tenu notaroment de 1 ' augmentation de la longevite 
des personnes, 1' osteoporose est devenu un probldme de sante 
publique et de nombreuses recherches ont 6te entreprises pour 
y remedier. Les pathologies osseuses considerees etant 
provoquees par un desequilibre du remodelage osseux au profit 

15 de I'activite des osteoclastes, I'une des voies de traitement 
envisagee a consists a diminuer I'activite des osteoclastes, 
en vue de ralentir la degradation de la matidre osseuse. 

Les recherches effectu^es sur divers acides gem- 
biphosphoniques ont montre leur pouvoir inhibiteur de 

20 I'activite des osteoclastes (G. A. Rodan, et al.. Therapeutic 
Approaches to Bone Diseases, 1 septembre 2000, vol. 289, 
Science, p. 1508-1514 ) . L'usage de certains d'entre eux comme 
medicament a et6 admis dans divers pays, notamment 
1' etidronate, le clodronat^, le pamidronate, 1 ' alendronate, 

25 le risedronate, le tiludronate et 1 ' ibandronate. Des donn6es 
ont ete publi6es pour d'autres composes acides gem- 
biphosphoniques, notamment le zoledronate, 1' incadronate, 
I'olpadronate, le neridronate. Les acides gem-biphosphoniques 
qui sont utilises a ce jour pour le traitement de lesions 

30 osseuses sont utilises par voie systemique et g6nerent de ce 
fait quelques effets secondaires ind^sirables . lis peuvent 
provoquer des troubles r6naux lorsqu'ils sont administr§s par 
voie intraveineuse, et des troubles du systeme digestif, 
notamment des oesophagites ou des ulcdres de I'estomac, 

35 lorsqu'ils sont administr6s par voie orale [(Lin J.H., Bone 
1996 ; 18 ; 75-85) ou {Thiebauld D. et al., Osteroporos Int 
1994 ; 76-73)]. On autre inconvenient de 1 ' administration par 
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voie orale reside dans le faible taux d' absorption du 
principe actif sur la matiere osseuse. 

On connalt par ailleurs des compositions injectables 
destinees k former des substituts osseux. FR-2715853 d6crit 
5 des compositions pour bio-materiaux de resorption / substitu- 
tion de tissus de soutien, comprenant une phase minerale 
compos6e de BCP ou de calcium-titane-phosphate, et une phase 
aqueuse liquide comprenant une solution aqueuse d^un polymere 
derive de la cellulose- Ces compositions injectables ne 
10 contiennent aucun principe actif - 

On connait egalement des substituts osseux non 
injectables^ qui se presentent sous forme d' implants. Par 
exemple, H. Denissen, et al (J. Periodontal, vol. 71/ n*'2, 
Fevrier 2000, p. 280-296) d^crit des implants d'hydroxy- 
15 apatite modifi6e par adsorption d'un acide gem-biphosphonique 
particulier , ^ savoir 1 ' acide ( 3-dim6thylamino-l -hydroxy- 
propylidfene) -1, 1-biphosphonique ou olpadronate. La liberation 
in situ de 1' acide favoriserait la reconstruction osseuse. 
Cependant/ I'hydroxyapatite elle-meme presents 1 ' inconvenient 
20 d'etre tres faiblement resorbable. 

Le but de la presente invention est de fournir une 
composition contenant un principe actif inhibant 1' activity 
des ost6oclastes et qui puisse §tre administr6e sans produire 
les effets secondaires lies a une administration par voie 
25 systemique ou k 1 ' utilisation d'un implant solide. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un 
compose phosphocalcique modifie, un precede pour sa 
preparation, ainsi que son utilisation comme principe actif 
dans une composition injectable. 
30 Le compose phosphocalcique modifie selon la pr6sente in- 

vention peut etre obtenu en ajoutant un acide gem-biphospho- 
nique ou I'un de ses sels de m6tal alcalin ou alcalino- 
terreux a une suspension d'un compos6 phosphocalcique precur- 
seur dans I'eau ultra-pure, en agitant le milieu reactionnel 
35 a temperature ambiante, puis en r6cup6rant par centrif ugation 
le compose forme, Le compost peut etre ensuite purifie par 
lavage a I'eau ultra-pure, suivi d'une filtration et d'un 
s6chage k I'air a temperature ambiante. Le compose phospho- 
calcique precurseur est choisi parmi les orthophosphates de 
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calcium ayant une solubility dans I'eau superieure ^ 
4.10"^^ mol.l"^. A titre d'exemple, on peut citer les BCP qui 
sont un melange d' hydroxyapatite et de phosphate tricalcique 
p (generalement designe par p-TCP) en proportions variables,. 
5 le CDA qui est une hydroxyapatite d6ficiente en calcium 
(obtenue par exemple par hydrolyse alcaline d'un 
orthophosphate de calcium acide) , et le p-TCP. 

Par eau ultra-pure^ on entend dans ce texte une eau 
ayant une r6sistivite voisine de 18 MQ cm. 
10 agitation a temperature ambiante est maintenue de 

preference pendant une duree entre 1 h et 72 h, par exemple 
pendant 48 heures. La nature de 1' agitation et la granulome- 
trie du compose phosphocalcique precurseur ont un effet sur 
la proportion de compose gem-biphosphonique qui peut etre 
15 greff6. II est done preferable ^ lorsqu^une granulometrie 
donnee a 6te choisie pour le compose phosphocalcique 
pr6curseur, d' adapter 1' agitation de sorte a ne pas modifier 
ladite granulometrie . 

Les acides ou les sels qui peuvent §tre utilises comme 
20 composes gem-biphosphoniques repondent a la formule 
(OY) (OX)P(0)-CR^R^-P(0) (OX) (OY) dans laquelle X ou Y 
representent ind^pendamment I'un de 1' autre H ou un cation de 
metal alcalin ou alcalino-terreux, represente H, OH ou un 
halog^ne, et R^ represente : 
25 • un hydrog6ne ou un halog^ne, 

• un radical alkyle, 

• un radical aminoalkyle dans lequel le groupe amino porte 
eventuellement un substituant alkyle, 

• un radical alkylamino, 

30 • un radical alkyle portant un substituant aromatique com- 
prenant au moins un atome 

• un radical alkyle portant un groupe thio6ther aromatique. 

Lorsque R*^ et/ou R^ representent un halogene, CI est 
particuli^rement prefere. 
35 Lorsque R^ est un radical alkyle, on prefere les alkyles 

ayant de 1 a 6 atomes de carbone- 

Lorsque R^ est un radical aminoalkyle, on prefere les 
radicaux NH2(CH)n- dans lesquels n est inf^rieur ^ 6. 
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Lorsque est un radical alkylaminoalkyle, on pref^re 
les radicaux R' R"N (CH2)m- dans lesquels R' et R" representent 
independamment I'un de 1' autre H, ou un radical alkyle ayant 
au plus 5 atomes de carbone, et m est inferieur ^ 6. 
5 Lorsque R^ est un radical alkylamino, on pr6f6re les 

radicaux R'^NH- dans lesquels R"" est un cycloalkyle ayant de 3 
a 7 atomes de carbone, 

Lorsque R^ est un radical alkyle portant un substituant 
aromatique comprenant au moins un atome N, on prefdre les 
10 alkyles ayant au plus 3 atomes de carbone et portant un 
groupe pyridinyle ou imidazoyle. 

Lorsque R^ est un radical alkyle portant un groupe thio- 
6ther aromatique, on prefere les alkyles ayant au plus 3 ato- 
mes de carbone et portant un groupe ph6nylthio dans lequel le 
15 groupe ph6nyle porte 6ventuellement un substituant halogene. 

Parmi ces composes gem-biphosphoniques, on peut citer : 

• 1' etidronate (R^ = OH, = CH3) , 

• le clodronate (R^ - CI, R^ = CI) , 

• le pamidronate (R^ = OH, R^ -CH2CH2NH2) , 
20 • 1 ' alendronate (R^ = OH, R^ = -(CH2)3NH2), 

• le risedronate (R^ = OH, R^ = -CH2-3-pyridine) , 

• le tiludronate (R^ = H, R^ « -CH2-S-C6H4-CI) , 

• 1 ' ibandronate (R^ = OH, R^ = -CH2-CH2-N {CH3) pentyle) , 

• le zoledronate (R^ = OH, R^ ^ -CH2-imidazole) , 

25 • 1 ' incadronate (R^ = H, R^ = -NH- (cycloheptyle) ) , 

• I'olpadronate (R^ = OH, R^ - CH2-CH2-N (CH3) 2) / 

• le neridronate (R^ = OH, R^ = -(CH2)5NH2). 

Les acides dans lesquels R^ est un radical alkyle 
portant un substituant aromatique comprenant au moins un 
30 atome N, tels que le zoledronate ou le risedronate, sent 
particulidrement pr6fer6s- 

Un compose phosphocalcique modifi6 selon 1' invention est 
caracterise par la composition chimique suivante : 

Ca ( 10-a) { Mg , K , Na ) b ( PO4 ) 6-c ( HPO4 , CO3 ) d ( OH ) 2-e ( F , CI , CO3 ) f 
35 [ (OA) (OE)P(0)-CR^R^-P(0) (OA) (OE) ]g, dans laquelle A et E 
representent H, un metal alcalin, un metal alcalino-terreux 
ou n6ant, et ou R^ et R^ ont la signification donnee ci- 
dessus, et 0<a<9 ; 0<b<2 ; 0<c<5 ; 0<d<2 ; 0<e<2 ; 0<f<2 ; 
g<0,5. Lorsque A ou E repr6sente H, 1' atome d'oxyg^ne qui le 
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porte n'est pas lie ^ la itiatrice phosphocalcique ou il lui 
est simplement associe par liaison hydrogene. Lorsque A ou E 
est "neant", I'atome d'oxygene qui le porte est coordine k un 
autre Element de la composition, par exemple a un Ca. 
5 La teneur en acide gem-biphosphonique d'un compose phos- 

phocalcique modifi6 peut §tre determin6e par spectroscopie 
UV-visible selon la methode decrite par Ames, notamment 
dans Methods in Enzymology, Colowick, S. P. and Kaplan, N. O. 
Eds., Academic Press, Orlando, 1966, vol. 8, pp- 115-118. 
10 Elle peut en outre etre determinee par RMN liquide P. La 
caracterisation du compos§ phosphocalcique modifie peut etre 
effectu^e essentiellement par la RMN du solide ^^P MAS qui 
montre k la fois la presence du support phosphocalcique et 
celle du principe actif . 
15 Un autre objet de 1* invention est une composition 

utilisable par injection pour le traitement d' ost6oporose ou 
de recidives de tumeurs lytiques par inhibition de I'activite 
osteoclastique. Ladite composition est une suspension du 
compose phosphocalcique modifie defini ci-dessus dans une 
20 solution ou un gel biocompatible presentant une viscosite 
permettant le transport de granules de taille comprise entre 
4 0 pm et 500 urn. A titre d' exemple, on peut citer les 
hydrogels d' int6ret biologique d6crits dans Chem. Rev, 
(2001) ; 101(7) : 1869-1879, notamment les hydrogels derives 
25 de la cellulose ou k base d' hyaluronate de sodium. 

Le choix du diametre particulaire est guide par la 
cinetique de resorption d' une part et la rh6ologie a 
1' injection d' autre part. Les particules de diametre 
infer ieur a 40vim presentent une cinetique de bioresorption 
30 trop rapide et les particules de diamdtre sup6rieur k 500 jim 
presentent des problSmes de rh6ologie ^ 1' injection. II est 
toutefois entendu qu'une faible proportion de particules 
(jusqu'^ 10% en volume) peut avoir un diametre inferieur a 
40pm ou superieur a 500pm. Une composition injectable selon 
35 1' invention contient de pr6f6rence de 40 % a 75 % en masse de 
compose phosphocalcique modifi6, de 60 % a 25 % en masse 
d'hydrogel/ et eventuellement divers additifs. Les additifs 
sont choisis parmi les composes capables d'introduire divers 
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ions d'interet biologique tels que par exemple : K"*", Na"*", 

Zx^^, Mg^"*, COa^", HP04^^. F" ou CI". 

La composition peut etre prepar6e en mettant en sus- 
pension dans le milieu appropri6 le compost phosphocalcique 
modifie pr6par6 dans une 6tape pr61iminaire. Il peut en outre 
etre pr6par6 en precipitant le compose phosphocalcique modi- 
fie in situ, ^ partir d'un hydrogel defini comme prec6demment 
et prealablement charge en ions phosphates ( respect ivement 
calcium) dans lequel sera ajoutee une solution appropriee 
contenant des ions calcium (respect ivement phosphates) et la 
concentration souhaitee en acide biphosphonique • 

Le mode d' association entre la matrice phosphocalcique 
et 1' acide biphosphonique est different suivant la matrice 
phosphocalcique utilis6e, et cette difference se traduit par 
une efficacite biologique differente lors de tests in \rxtx:o 
sur des cultures d' osteoclastes . 

La composition selon 1' invention, sous forme injectable, 
permet de traiter localement un probleme osseux sur les prin- 
cipaux sites a risques identifies (col du femur et corps 
vertebraux) , a I'aide d'un principe actif connu pour son uti- 
lisation par voie systemique qui pr6sente divers inconve- 
nient s rappel6s prec§demment . En outre, la phase phosphocal- 
cique, qui joue le r61e de vecteur du principe actif, exerce 
un effet complementaire en ce sens qu'elle permet de mainte- 
nir I'acide gem-biphosphonique en place, et qu'elle constitue 
une source de calcium et de phosphate necessaire pour la sti- 
mulation du remodelage osseux. L'hydroxyapatite (HA) d^crite 
dans I'art anterieur comme matrice d'un implant impregn6 d'un 
principe actif ne fait pas partie des composes phosphocal- 
ciques utilisables dans la presente invention, car elle a une 
solubilite relativement faible, elle possede intrinsdquement 
un caractere faiblement resorbable, et 1 ' introduction d' acide 
gem-biphosphonique diminue le potential de resorbabilite des 
composes phosphocalciques de maniere generale. 



exempxes 

La presente invention est decrite plus en detail par les 
exemples suivant s, qui sont donnes a titre d^ illustration, 
mais auxquels 1' invention n'est pas limitee. 
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Les composes et reactifs suivants ont ete utilises : 

■ eau ultra-pure : eau ayant une resistivity voisine de 
18 MQ cm 

■ zoledronate de sodium : acide gem biphosphonique 
5 commercialism par la soci^te Novartis 

■ tiludronate de sodium : acide gem biphosphonique 
commercialise par la soci6te Sanof i-Synthelabo 

■ CDA voie NaOH : hydroxyapatite deficiente en calcium 
obtenue par hydrolyse de phosphate dicalcique dihydrate 

10 avec une solution aqueuse de NaOH) , sous forme de granules 

ayant une granulometrie entre 40-80 pm) 

■ CDA voie ammoniaque (hydroxyapatite deficiente en calcium 
obtenue par hydrolyse de phosphate dicalcique dihydrate 
avec de 1' ammoniaque) , sous forme de granules ayant une 

15 granulometrie entre 40-80 \xm 

■ p-TCP, sous forme de granules ayant une granulometrie 
entre 40-80 lom. 

■ BCP (75% p-TCP / 25% HA) sous forme de granules ayant une 
granulometrie entre 40-80 jim 

20 ■ BCP (25% p-TCP / 75% HA) sous forme de granules ayant une 
granulometrie entre 40-80 jam. 

Exemple 1 

Preparation d'un compose phosphocalcique modifife 

On a prepare une suspension de phosphate de calcium en 

25 introduisant 700 mg de BCP ayant une granulometrie de 40- 
80 pm, dans 3,5 ml d'eau ultra-pure, et on a ajout6 56 mg 
(0,14 mmol) de zoledronate. On a place la suspension dans un 
tube maintenu k temperature ambiante, et on a agite par un 
agitateur rotatif a 16 tr/min pendant 48 h, Ensuite, on a 

30 centrifuge la suspension et on a separe le culot du 
surnageant . 

La phase solide a ensuite 6te lavee plusieurs fois avec 
de I'eau ultra-pure, puis filtr6e et s6ch§e a temperature 
ambiante. 

35 Le precede a egalement ete mis en oeuvre a partir des 

composes phosphocalciques suivants : CDA voie NaOH, CDA voie 
ammoniaque et p-TCP. 
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Caracterisation des composes phosphocalcigues modifies 

La quantite de zoledronate incorpor^e dans chacune des 
matrices phosphocalciques a et6 determinee par differences en 
dosant la quantity de zoledronate pr6sente dans le surna- 
5 geant. Ce dosage a 6te effectu6, sur la solution surnageante 
separ6e du culot aprds centrifugation, par RMN liquide ^^P ^ 
partir de courbes d'6talonnage pr6alablement etablies. II 
peut 6galement etre effectue par spectroscopie UV-visible 
selon la methode precitee decrite par Ames. 
10 Les resultats obtenus pour chacun des composes 

phosphocalciques precurseurs sont donnes dans le tableau ci- 
dessous. T (%) indique la teneur en zoledronate dans le 
produit final, exprimee en mg de principe actif pour 100 mg 
de compose phosphocalcique, et P (%) indique le pourcentage 
15 de zoledronate fixe sur le compost par rapport a la quantite 
introduite dans le milieu reactionnel : 



Precurseur 


T (%) 


P (%) 


BCP (75% 3-TCP / 25% HA) 


1 


13 


BCP (25% P-TCP / 75% HA) 


2,7 


33 


CDA voie NaOH 


5,2 


65 


CDA voie ammoniaque 


6, 4 


80 


3-TCP 


6, 4 


80 



La figure 1 reprfesente le spectre RMN liquide P du 
surnageant obtenu aprds centrif ugation du milieu reactionnel 
correspondant au precurseur CDA (voie NaOH) . L' integration 
20 des signaux rend compte de I'abondance de chaque esp^ce et le 
deplacement chimique (caracteristique de I'espfece) est porte 
en abscisse. Le pic 1 repr6sente la teneur en zoledronate, le 
pic 2 represente le phosphate relargue dans le milieu par le 
compose phosphocalcique et le pic 3 repr6sente la reference 

25 NaH2P04. 

Le spectre RMN liquide ^^P des composes obtenus ^ partir 
des autres pr6curseurs (sauf I'hydroxyapatite) est analogue 
et I'on remarque dans tous les cas un relargage de phosphate 
en cours de reaction. 
3Q La caracterisation des solides obtenus montre deux modes 

d* association differents du zoledronate suivant la nature du 
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compost phosphocalcique de depart. La figure 2 representee une 
photographie par microscopie 6lectronique a balayage (M.E.B.) 
ef feature sur le compose issu du p-TCP. Elle montre qu'une 
forme de zoledronate (probablement associee k du calcium) 
5 cristallise a la surface de la matrice phosphocalcique. Le 
meme ph6nom6ne est observ6 dans le cas des BCP, qu'ils soient 
riches en p-TCP (75% p-TCP - 25% HA) ou pauvres en p-TCP (25% 

p-TCP - 275% HA) . 

Les donnees RMN du solide ^^P MAS sont representees sur 

10 la figure 3 pour le compose issu du p-TCP. Le spectre 1 
acquis en mode CP (Polarisation Croisee) permet d' observer 
selectivement le zoledronate incorpore. Les signaux fins 
rendent compte de sa presence sous une forme cristalline. Le 
spectre 2 enregistr6 en mode d6couplage proton permet 

15 d' observer selectivement le support p-TCP non alt6re. 

Le spectre RMN du solide ^^P CP-MAS est represents sur 
la figure 4 pour le compose issu du CDA (voie ammoniaque) . Le 
signal du zoledronate (pic 1) est tr^s large. Aucune phase 
cristalline n'est detectee a la surface du materiau, ce qui 

20 indique probablement une chimisorption du zoledronate ^ la 
surface du CDA. Le pic 2 est caracteristique du CDA. 

Exemple 2 

Preparation de composes phosphocalciques modifies par le 
tiludronate et I'acide methylene biphosphonique 

25 On a prepare une suspension de phosphate de calcium en 

introduisant 700 mg de p-TCP ayant une granulometrie de 40- 
80 yam, dans 3,5 ml d'eau ultra pure, et on a ajoute 52,5 mg 
(0,14 mmol) de tiludronate. On a place la suspension dans un 
tube maintenu a temperature ambiante, et on a agite par un 

30 agitateur rotatif a 16 tr/min pendant 48 h. Ensuite, on a 
centrifuge la suspension et on a separe le . culot du 
surnageant . 

La phase solide a ensuite et6 lav6e plusieurs fois avec 
de I'eau ultra-pure, puis filtr^e et sech^e a temperature 
35 ambiante . 

Une reactivite semblable ^ celle enregistree avec le 
zoledronate est observee. La figure 5 montre le spectre RMN 
^^P CP-MAS du p-TCP traite par le tiludronate. Le tiludronate 
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peut etre observe sous forme d' une phase cristalline (massif 
1 constitu6 de signaux fins) depos6e sur la phase 
phosphocalcique (qui apparalt faiblement (massif 2) dans ces 
conditions d' enregistrement du spectre. 



e 3 

Preparation d^une composition injectable 

On a prepare une composition injectable k partir de 
chacun des composes modifies obtenus dans les exemples 1 et 
2, a 1' exception des composes modifies obtenus a partir 

10 d'hydroxyapatite^ selon le precede suivant. 

Pour chaque compos6 modifie, on a prepare des granules 
dont 95% en volume avaient un diamdtre particulaire 
equivalent compris entre 40 et 80 }im, et on a introduit ces 
granules dans une solution aqueuse contenant 3% 

15 d' hydroxypropylmethylcellulose comprenant 21% en masse de 
groupe methyle et 8% en masse de groupe hydroxypropyle avec 
un degr6 de polymerisation egal a 110, de fagon a obtenir une 
composition comprenant 4 9% en masse de granules, 

Chacune des compositions ainsi preparees a ete 

20 introduite dans un flacon de verre et sterilisee a 
1^ autoclave a 121 ""C pendant 20 minutes • 



e 4 

Tests in vitro de phosphates de calcium modifies 

Des cellules osseuses totales, isolees a partir d'os 

25 longs de lapins nouveaux-nes, ont §t6 utilisees pour ^valuer 
I'efficacite de 1 'association du compost phosphocalcique 
modifi6. Les performances du BCP modifi§ et du CDA voie 
ammoniaque modifi6 obtenus dans I'exemple 1 ont 6te mesurees 
et comparees avec celle du pr§curseur phosphocalcique 

30 respectif non traite par I'acide gem-biphosphonique. 

Pour chaque essai, on a charge dans un premier puit de 
culture deux pastilles de dentine de cachalot (compose de 
reference pour la mesure de la resorption) et une pastille de 
compose phosphocalcique non trait§, et dans un second puit de 

35 culture, deux pastilles de dentine et une pastille de compose 
phosphocalcique trait6 en surface. 
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L'activite de resorption des osteoclastes dans ces 
conditions de culture a et6 evaluee (apres 5 jours) par trois 
paramdtres diff6rents : 

1- Le nombre de total de lacunes formees ^ la surface de la 
5 dentine de cachalot 

2- La surface moyenne des lacunes 

3- La surface de dentine resorbee. 

II apparalt que : 
■ En presence de pastilles de BCP itiodifiees par 1 % de 
10 zoledronate en poids, I'activite de resorption residuelle 
des cellules osseuses du modele etait indetectable . Ce 
phenomene serait 116 a un relargage important de 
zoledronate ayant eu un effet cytotoxique. En effet, si 
I'on met du BCP ou du p-TCP modifie dans de I'eau, un 
15 pourcentage significatif du zoledronate charge repasse 
rapidement en solution. Par exemple, 60 mg de p-TCP 
modifi6 mis en suspension dans 1 ml d'eau pendant 8 heures 
conduit au relargage d' environ 25 % du zoledronate charge, 
soit une concentration molaire de 10"^ M. 
20 ■ En presence de pastilles de CDA modifiees par 6,4 % de 
zoledronate en poids, I'activite de resorption des 
cellules etait reduite d' environ 80 % par rapport au 
controle sans zoledronate. Comme dans le cas du p-TCP 
modifi6, si I'on met en suspension 60 mg de CDA modifiee 
25 dans 1 ml d'eau pendant 8 heures, aucune trace de 
zoledronate n'est detectee (methode UV-visible) . Ceci 
implique que le zoledronate n'est potentiellement present 
qu'^ des concentrations inferieures a 10"^ M (limite de 
detection dans nos conditions d'' analyse). 
30 Ces resultats montrent que les performances du mat6riau 

resultent non pas de la seule quantite de zoledronate fixee 
sur la matrice phosphocalcique, mais aussi de la vitesse de 
relargage du zoledronate, et ils confirment un effet a 
distance de la matrice phosphocalcique modifiee. 

35 Exentple 5 

Plusieurs 6chantillons de CDA (200 mg) modifiee par 
ajout de zoledronate conformement au precede de I'exemple 1 
et plusieurs echantillons de CDA non modifiee ont 6t6 incubus 
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dans 5 ml de milieu de culture a 37 °C. Apr6s 96 heures 
d' incubation, les differents surnageants ont ete recueillis 
et utilises purs, dilues 10, 100 et 1000 fois dans un module 
d' osteoclastes de lapins. 
5 Les result at s sont repr6sent6s sur la figure 6, sur 

laquelle le pourcentage de resorption R est indiqu6 en 
ordonnees, les conditions etant indiquees en abscisse. Parmi 
les conditions : 

• "vehicule" signifie le milieu de culture seul 

10 • "CDA pure" signifie le surnageant issu de 1' incubation de 
CDA pure dans le milieu de culture ; "CDAl/10", "CDAl/100" 
et "CDAl/1000" signifient respectivement la solution 
designee ci-dessus et diluee a 1/10, 1/100 et 1/1000. 

• "zo pure" signifie une solution de zoledronate 10"^ M dans 
15 le milieu de culture, "zol/10", "zol/100", "zol/lOOO" 

signifient respectivement la solution designee ci-dessus 
et dilute ^ 1/10, 1/100 et 1/1000. 

• "CDAzo pure" signifie le surnageant issu de 1' incubation 
de CDA chargee en zoledronate dans le milieu de culture 

20 "CDAzol/10", "CDAzol/100" et "CDAzol/1000" signifient 

respectivement la solution designee ci-dessus et dilute ^ 
1/10, 1/100 et 1/1000. 

Ces re suit at s montrent que : 

le zoledronate lib6re par la phase phosphocalcique 
25 (CDAzo) conserve son activite inhibitrice de la resorption 
ost6oclastique avec un effet dose marque, 

la CDA seule ne semble pas influencer la resorption 
osteoclastique quelle que soit la dilution du surnageant, 1 

le zoledronate en solution (zo) conserve son activity 
30 biologique et inhibe selon une relation dose/effet la 
resorption. 

La comparaison des profils d' inhibition de la resorption 
osteoclastique provoquee par 1 ' association CDA/Zo et par le 
zoledronate seul (solution 10'^ M utilisee pure, dilute 10, 
35 100 et 1000 fois) permet de suggerer que le materiau lib^re 
une quantite de zoledronate correspondant ^ une concentration 
de I'ordre de 10"^ M. 
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Revendica'biozis 



PCT/FR03/00527 



1. Compose phosphocalcique caracterise en ce qu'elle 

presente la composition chimique suivante : 

Ca(io-a) (Mg, K, Na) b ( PO4) 6-c {HPO4, CO3) d (OH) 2-e ( CI , CO3) f 
[ (OA) (OE) P(0)-CR^R^-P(0) (OA) (OE) ]g, dans laquelle 0<a<9 ; 

5 0<b<2 ; 0<c<5 ; 0<d<2 ; 0<e<2 ; 0<f<2 ; g<0,5, A et E 
repr6sentent H, un metal alcalin, un metal alcalino-terreux 
ou neant, represente OH ou un halogene et R^ repr6sente 
un element choisi parmi un hydrogene, un halogene, un radical 
alkyle, un radical aminoalkyle dans lequel le groupe amino 

10 porte 6ventuellement un substituant alkyle, un radical 
alkylamino, un radical alkyle portant un substituant 
aromatique comprenant au moins un atome N, un radical alkyle 
portant un groupe thioether aromatique. 

2. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce 
15 que b} et/ou R^ represent ent CI. 

3. Compost selon la revendication 1, caracterise en ce 
que R^ est un radical ayant de 1 a 6 atomes de carbone. 

4. Compose selon la revendication 1/ caracterise en ce 
que R^ est un radical aminoalkyle NH2(CH)n- dans lequel n est 

20 inferieur a 6. 

5. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce 
que R^ est un radical alkylaminoalkyle R'R"N (CH2)m- dans 
lequel R' et R" repr^sentent independamment I'un de 1' autre H 
ou un radical alkyle ayant au plus 5 atomes de carbone, et m 

25 est inf6rieur a 6. 

6. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce 
que R^ est un radical alkylamino R^NH- dans lequel R^ est un 
cycloalkyle ayant de 3 a 7 atomes de carbone. 

7. Compose selon la revendication 1, caracterise en ce 
30 que R^ est un radical alkyle ayant au plus 3 atomes de 

carbone et portant un groupe pyridinyle ou imidazoyle. 

8. Compos6 selon la revendication 1, caracteris6 en ce 
que R^ est un radical alkyle ayant au plus 3 atomes de 
carbone et portant un groupe phenylthio dans lequel le groupe 

35 phenyle porte 6ventuellement un substituant halogene. 

9. Compose selon la revendication 1, caracteris6 en ce 
que R^ est OH, R^ est -CH2-imida2ole, A et E representent H. 
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10. Procede de preparation d'un compost phosphocalcique 
modifi6 selon la revendication 1^ caracterise en ce qu'il 
consists a ajouter un acide gem-biphosphonique ou I'un de ses 
sels de metal alcalin ou alcalino-terreux ^ une suspension 

5 d'un compose phosphocalcique pr6curseur dans I'eau ultra- 
pure, k agiter le milieu r6actionnel a temperature ambiante, 
puis en r6cup§rer par centrif ugation le compose forme. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en 
ce que le compose forme est purifie par lavage a I'eau ultra- 

10 pure, suivi d'une filtration et d'un sechage a I'air a 
temperature ambiante . 

12. Procede selon la revendication 10, caracterise en 
ce que le compose phosphocalcique precurseur est choisi parmi 
les orthophosphates de calcium ayant une solubilite dans 

15 I'eau sup6rieure ^ 4.10"^^ mol l"*^. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en 
ce que le compose phosphocalcique est choisi parmi le BCP, le 
CDA qui est une hydroxyapatite deficiente en calcium et le p- 
TCP. 

20 14. Procede selon la revendication 10, caracterise en 

ce que 1' agitation a temperature ambiante est maintenue 
pendant une duree entre 1 h et 72 h. 

15. Proc6d6 selon la revendication 10, caracterise en 
ce que les acides ou les sels utilises comme composes gem- 

25 biphosphoniques r6pondent A la formule (OY) (OX)P(O)- 
CR^R^-P(O) (OX) (OY) dans laquelle X ou Y repr6sentent indepen- 
damment I'un de 1' autre H ou un cation de metal alcalin ou 
alcalino-terreux, represente H, OH ou un halogene, et R 
represente : 

30 • un hydrogfene ou un halogfene, 

• un radical alkyle, 

• un radical aminoalkyle dans lequel le groupe amino porte 
eventuellement un substituant alkyle, 

• un radical alkylamino, 

35 • un radical alkyle port ant un substituant aromatique com- 
prenant au moins un atome N, 

• un radical alkyle portant un groupe thioether aromatique. 

16. Composition utilisable par injection pour le 
traitement d' osteoporose ou- de r^cidives de timeurs lytiques 
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par inhibition de I'activite osteoclastique, caracterisee en 
ce qu'elle est constituee par une suspension du compost 
phosphocalcique modifi6 selon la revendication 1, dans une 
solution ou un gel biocompatible presentant une viscosite 
5 permettant le transport de granules de taille comprise entre 

40 pm et 500 ]im. 

17. Composition selon la revendication 16, caract6ris6e 
en ce que le gel biocompatible est un hydrogel d' int6rdt 
biologique. 

10 18. Composition selon la revendication 17, caracterisee 

en ce que le gel est un hydrogel derive de la cellulose ou 
un gel a base d ' hyaluronate de sodium. 
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